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論文内容要旨
 電位依存性Kチャンネルは多様性に富むチャンネルであり,興奮性細胞ばかりではなく非興
 奮性細胞においても種々の機能調節に重要な役割を果たしていることが知られている。心臓では
 活動電位の形成に関与しており,心臓電気生理学を理解する上でも重要である。また,臨床的に
 は第皿群抗不整脈薬の標的と考えられている。ところで,イオンチャンネルが種々の受容体刺激
 により修飾を受け,細胞機能の調節に関与することが知られている。その中で,最も広く研究さ
 れている機構はプロテインキナーゼによるチャンネル蛋白のリン酸化である。本論文では,心筋
 Kチャンネルのクローニング,受容体刺激によるKチャンネルの機能的変化とそれに関与する
 リン酸化について検討した。
 神経組織よりクローニングされたS肱舵rKチャンネルファミリーの一次構造上良く保存され
 ているアミノ酸配列をもとにしてプライマーを合成した。そのプライマーを用いて,ラット心筋
 RNAより.作製したcDNAをテンプレートとしてPCRを行い,スクリーニングのためのプロー
 ブを得た。ラット心筋より作製したcDNAライブラリーをプラークハイブリダイゼーション法
 でスクリーニングした(1.2×106個)。全長3.2kbpのポジティブクローン(RH10)を選択し,
 一次構造を決定したところ,Chandyらの命名法によるとKvL4であることが明らかとなった。
 Kv1.4は654個のアミノ酸から成り,速い不活性化を引き起こす長いN末端,6個の膜貫通領
 域(S1-S6),K+を選択的に通すチャンネル孔(H5)を持っていた。また,PKAによりリン酸
 化される可能性のある配列が2ケ所(アミノ酸残基;86-90,596-600),PKCによりリン酸化
 される可能性のある配列が6ケ所(アミノ酸残基;81-83,90-92,169-171,471-473,475-
 477,636～638)認められ,このチャンネルがリン酸化により修飾される可能性が示唆された。
 Kv1.4よりinvitroで合成したcRNAを卵母細胞内にマイクロインジェクションし,細胞膜表
 面に発現させたチャンネルを2電極膜電位固定法により解析した。膜電位を一80mVに保持し,
 400msの脱分極パルスをかけると,一40mVから活性化され約40msで不活性化する電位依存性
 K+電流が観察された。この電流は4-AP感受性で,TEA非感受性であり,ラット心筋細胞より
 記録された一過性外向き電流と似た性質を持っていた。受容体刺激時のKチャンネルの機能的
 変化について検討するために,ラット脳よりクローニングされたグルタミン酸受容体サブタイプ
 のひとつであるmGluR5によるKv1.4の修飾について検討した。mGluR5は脳内神経伝達機構
 に係わっており,その刺激によりホスファチジルイノシトール(PI)代謝回転の亢進を引き起こ
 すことが報告されている。mGluR5刺激によりKvL4電流(lK,ののピーク値は刺激前値の2L7
 ±0.1%に減少した。また,活性化と不活性化曲線のパラメーターが変化した。次に,この受容
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 体刺激に関与するセカンドメッセンジャー(PKCの活性化及び細胞内カルシウムの増加)につ
 いて検討した。PKC抑制剤であるスタウロスポリンとカルシウムキレート剤であるEGTAの前
 処置により,IK・1.4に対するmGluR5刺激の効果は減弱した。PKC活性化剤であるPMA処置あ
 るいは細胞内へのカルシウム注入によりIK,1沸は減少し,活性化と不活性化曲線のパラメーター
 に変化を認めたが,その程度はmGluR5刺激の効果より弱いものであった。以上の結果から,
 mGluR5刺激によるKv1.4の修飾機構にはPKCの活性化と細胞内カルシウム濃度の増加が関与
 しており,それぞれのセカンドメッセンジャーが活性化と不活性化曲線のパラメーターを変化さ
 せることが明らかとなった。
 PKCによるリン酸化部位を同定するために,5個のPKCによるリン酸化可能部位のセリン
 (S)あるいはスレオニン(T)残基を,主としてアラニン(A)に置換した変異チャンネルを作
 製した。これらのチャンネルの,PKC活性化による影響を検討した。S4-S5ループに変異導入す
 るとK+電流は流れなかった。C末端に変異を導入してもPKCによる抑制効果に変化は認めら
 れなかった。しかし,N末端のS169に変異を導入すると,PKCによるIK,1」の抑制効果が減弱し
 た。従って,N末端のリン酸化により,Kv1、4が修飾される可能性が示された。この部位のリン
 酸化によるKチャンネルの修飾は,構造上の類似性から,他の臓器におけるKvL4の修飾機構
 にも広く関与していると考えられる。
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 審査結果の要旨
 心筋細胞の活動において電位依存性イオンチャンネルは重要な役割を果たしている。その中で
 もKチャンネルは最も多様性に富むイオンチャンネルであり,種々の細胞機能の調節に関与し
 ていることが報告されている。Kチャンネルの分子生物学的研究はショウジョウバエのShaker
 変位体の研究に始まり,その後,哺乳動物からも多くのKチャンネルがクローニングされ,そ
 の構造と機能が明らかにされてきた。しかし,これらの研究の多くは神経組織を用いたものであ
 り,循環器系のKチャンネルに関する報告は数少ない。本研究は心筋細胞のKチャンネルの構
 造と機能について検討したものである。
 鑑方法彊ラット心筋よりクローニングしたKチャンネルをアフリカッメガエル卵母細胞膜上
 に発現させ,2電極膜電位固定法により電気生理学的解析を行っている。また,同一卵母細胞に
 発現させた受容体を刺激した際のチャンネルの修飾機構について検討した。この修飾にはプロテ
 インキナーゼ(PKC)が関与しているとしているが,PKCによるチャンネルのリン酸化部位を
 固定した。叢結果翼約120万個のプラークスクリーニングによりラット心筋cDNAライブラリー
 から一過性外向きKチャンネル(KvL4)をクローニングした。Kv1.4はShakerKチャンネル
 ファミリーに属し,654個のアミノ酸から成り,長いN末端と6回膜貫通領域を持っていた。
 KvL4電流は電位依存性で素早い不活性で,素早い不活性化を特徴とし,4-APに感受性,TEA
 に非感受性であった。これは,ラット心室筋の一過性外向きK電流と類似した性質であると考
 察している。KvL4とグルタミン酸受容体(mGluR5)とを共発現し,mGluR5を刺激すると
 Kvi.4ピーク電流(IK,1.4)は刺激前値の20%に減少した。この際チャンネルの活性化と不活性化
 の電位依存性が変化することを指摘している。PMA投与,細胞内へのCa2+注入によっても
 1[{,、、抑制されたが,その効果はいずれもmGluR5を刺激した場合より弱かった。一方,mGluR5
 刺激による1,、,1沸抑制効果はスタウロスポリン投与及びEGTAの細胞内注入の場合の方が大きかっ
 た。mGluR5刺激による効果はw7では変化を認めなかった。また,8BrcAMPはIK.1、に影響を
 与えなかった。KvL4は6箇所のPKCリン酸化可能部位を以ている。PKCリン酸部位に点変異
 を導入し検討したところ169番目のセリン(S)とアラニン(A)に置換した場合のみPKCによる
 IK.、・抑制効果が消失した。従ってS169がPKCによるリン酸化部位であると結論している。以上,
 本論文は,ラット心筋KvL4を本邦で初めてクローニングし,その構造と機能について電気生
 理学的,分子生物学的手法を用いて解析したもので,チャンネルのキネティクスの変化,リン酸
 化部位の固定など新知見に富む研究であり,学位に値するものと考える。
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